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CLiver／CP 1．17　±　O．08 O．81　±　036 O．79　±　O．20 O．62　±　O．03
CKidney／CP O．93　±　O．14 IAO　±　O，34 　　　　　　　　　＃O．46　±　O．12 　　　　　　　　　＃e．6s　±　o．og
CLr，　renal　clearaRce　of　PFOA；　Cis．i，，　p｝asma　concentration　of　PFOA　at　15　min，　C30c　miit，
plasma　concentration　of　PFOA　at　300　min；　AUCo－300　．i，，　area　“Rder　the　plasma　ccRcentration
time　curve　（O　一一　300　min）；　CLi．，，／Cp，　coRcentration　ratio　of　liver　to　plasma　at　300　rr｝in；
CKidney／Cp，　conceRtration　ratio　of　kidney　to　plasma　at　300　min．　Rats　fed　on　low　phosphate
diet　（O．02e／o　phosphorus）　for　7　days．　Values　are　means　±　S．D．　for　three　or　four　rats．
＊，　Differences　from　the　value　of　rnale　rats　are　statistically　significaBt　（P　〈　O．05）．
＃，　Differences　from　rats　fed　a　normal　diet　are　statistically　sigRificant　（P　〈　O．05）．
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第3節 考　察
　EHB：RラットではPFOAのCLrに大きな変動がなかったことからPFOAの
尿中排泄にMRP2はほとんど関与していないことが明らかとなった。また、
低リン食飼育によって雌性ラットのCLrが低下することが明らかとなった。
さらに低リン食飼育がNPT2の発現を上昇させること［46］から、　NPT2が
PFOAの尿中排泄に関与しているものと考えられる。本章の実験で低リン食飼
育した雌性ラットで尿中排泄率の低下が認められたことと第3章で示したエ
ストラジオールによりmRNAの発現量が低下するという結果からから考えて、
NPT2は、　PFOAを尿細管管腔へ排出する可能性が高い。
　本章での検討により、遺伝的あるいは後天的要因で、PFOAの体内動態に変
化が生じることがあらためて認識され、これらの変化の原因が腎臓のみなら
ず、肝臓にもあることが示唆された。この事実は環境化学物質であるPFOA
のヒトへの蓄積性が生理的な条件によって大きく異なってくる可能性を示唆
するものであり、PFOAの汚染の進展に伴い、　PFOAの危険性を予測するため
の情報としても非常に有用であろう。本章で示したEHBRでの実験：のように
PFOAのCLrは変化しないもののPFOAの体内動態に変化が起こり、PFOAの
毒性の発現に違いが生じる可能性もある。ヒトにおけるPFOAの毒性発現を
予測するためには、今後さまざまな病態モデル動物を用いたPFOAの動態解
析が必要である。
49
第5章 アフリカツメガエル卵母細胞強制発現系を用いた
PFOA輸送担体の検索［26】
　第1章から第4章に示した結果から、いくつかの輸送担体がPFOAの腎臓
からの排泄に関与していることが示唆された。しかし、これらの輸送体が実
際にPFOAを輸送するかどうかについては情報がない。そこで本章では輸送
体遺伝子を細胞に強制的に発現させてPFOAを輸送するかどうかを調べるこ
とを試みた。本章では、形質膜タンパク質を非常に効率よく形質膜に発現さ
せることができるアフリカツメガエル卵母細胞を用い、同細胞に輸送担体を
発現させ、PFOAの取り込みの上昇が起こるかどうかを検討した。
第1節 oatp　1によるPFOAの輸送
　oatp　1は、腎臓の尿細管管腔側に発現している輸送担体で両方向に基質を輸
送することが知られている（Fig．3－1）。第3章においてoatp　lのmRNA発現
量とPFOAのCLrは部分的に相関が認められた。また、最近oatp　1は腎尿細
管においてE217β　一　Gの再吸収に関与していることが報告された［11、27］。
これらのことから、PFOAがoatp　lにより輸送されることが予測される。
　本章の研究では、oatp　1のcRNAをin　vitr・oで合成し、アフリカツメガエル
卵骨細胞に注入し、3日後にTCAおよびPFOAの取り込みを測定した。　TCA
はoatp　lにより輸送されることが明らかになっている物質であり、本実験のポ
ジティブコントロールとして用いた。TCAのアフリカツメガエル卵母細胞へ
の取り込み量は、oatp　l　cRNA注入群で水注入群の約9倍であった。また、PFOA
の取り込みは水注入群に比べて15倍高かった（Fig．5－1）。このことから
oatp　lがPFOAを輸送することが明らかとなった。
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Fig．5－1　PFOA　uptake　by　oatpl－expressed　oocytes．　Values　are
means土S．D．　fbr　ten　oocytes．＃，　Statistica11y　significant　difference
from　the　value　ofwater　一　inj　ected　oocytes　（P　〈　O．Ol）．
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Fig．5－2　PFOA　uptake　by　NPT2－expressed　oocytes．　Values　are
means土S．D．　fbr　ten．　oocytes．＃，　Statistically　significant　difference
from　the　value　of　water　一　inj　ected　oocytes　（P　〈　O．01）．
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第2節 NPT2によるPFOAの輸送
　NPT2は、腎臓の尿細管管腔に発現しており、糸球体でろ過されたリン酸イ
オンの再吸収を行っている（Fig．3一一1）。第3章において示したようにNPT2
mRNAの発現量がエストラジオールにより抑制されること、および、第4章
において示したように低リン食飼育により雌性ラットでPFOAのCLrが低下
したことから、卵巣を切除したラット（OVX）におけるPFOAの腎尿細管へ
の排出に関与している可能性が考えられる。そこで、NPT2がPFOAを輸送す
るかどうかをアフリカツメガエル卵母細胞発現系を用いて検討した。生理的
な基質である正リン酸はNPT2　cRNA注入群で水注入に対して有意に輸送が
増加したが、PFOAの輸送には両者に変化は認められなかった（Fig．5－2）。し
たがって、NPT2はPFOAの輸送を仲介しないものと考えられる。
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Fig．5－3　PFOA　uptake　by　OAT3－expressed　oocytes，　Values　are
means　±　S．D．　for　ten　oocytes．　＃，　Statistically　significant　difference
from　the　vaiue　ofwater　一　inj　ected　oocytes　（P　〈　O．Ol）．
第3節 OAT3によるPFOAの輸送
OAT3は腎臓の血管側に発現しており本研究で用いた種々の性ホルモン状
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態の中では卵巣を切除したラット（OVX）でのみ、そのmRNAおよびタンパ
ク質の発現が上昇する輸送担体である。OAT3が卵巣を切除したラット
（OVX）でのPFOA　CLrの上昇していることと関係があると考え、この発現系
で検証することとした。OAT3の基質となることが報告されているPAHをポ
ジティブコントロールとして用いたところPAHのアフリカツメガエル卵母細
胞への取り込みは、OAT3　cR：NA注入群において水注入群の約22倍の値を示
した。また、PFOAの取り込みも水注入群と比較して約22倍高かった（Fig．5
－3）。このことからOAr3は、　PFOAを輸送することが明らかとなった。
第4節 考　察
　本章の研究からoatp　1およびOAr3がPFOAを輸送する輸送担体として同定
された。これらはPFOAを輸送する輸送担体の存在を直接証明したはじめて
の例である。oatp　lについては、コントロールの雄i性ラット、去勢した雄性ラ
ット（ORX）、去勢した雄性ラットにテストステロンを投与したラット
（ORX＋T）およびテストステロンを投与した雌性ラット（T）の4群において、
腎臓でのmRNAの発現量とPFOAのCLrとの問に負の相関が認められること
から、腎尿細管からの再吸収に関与しているものと考えられる。一方、OAT3・
は、第3章で示されたように、卵巣を切除したラット（OVX）でのみmRNA
の発現が上昇する輸送担体である。本研究で示した卵巣を切除したラット
（OVX）でのPFOA　CLrの上昇はOAT3の発現量の増加によるものである可能
性が考えられる。しかしながら、一方で、腎皮質切片を用いてのPFOAの取
り込みを評価したところ卵巣を切除したラット（OVX）では上昇が認められ
ないことを第2章で示し、これらは、腎尿細管の血管側に発現しているOAT3
がPFOAの輸送を行っていると考えると矛盾ずる結果である。その原因の1
つとして、OAT3以外の輸送担体が血管側からのPFOAの取り込みにOAT3
よりも優位に関与している可能性が考えられる。また、OAr2についてはPFOA
を輸送しないという予備的な結果を得ているものの更に検討を加える必要が
ある。
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第6章 OAT3タンパク質の発現［25｝
　第5章の実験からOAT3がPFOAを輸送する輸送担体の1っであることが
明らかとなった。OAT3　mRNAの発現量は必ずしもタンパク質の発現量を反
映するものではない可能性がある。さらに、輸送担体は、膜タンパク質であ
るため、翻訳されたタンパク質の膜への移行過程で複雑な翻訳後修飾を受け
ることが多い。本節では、異なる性ホルモン状態のラット腎臓から隔膜画分
を調製し、OAr3のウエスタンブmッティングを行い、腎臓におけるOAT3タ
ンパク質の発現量を定量し、mRNAの発現量が膜画分におけるタンパク質の
発現量に反映するのかどうかを検討した。
第1節 OAT3タンパク質発現に対する性ホルモンの効果
　本研究で用いた抗体では、主に69kDaと100　kDaのバンドが認められた、
また、62kDa付近にもバンドが認められた（Fig．6　一1）。　Hasegawaらは、　OAT3
のウエスタンプロッティングを行った際、54kDaと65　kDaの2本のバンドを
検出している［15］。また、Jiらは、同様の実験で72　kDa単一のバンドを得て
いる［21］。GeneBaRkに登録されているアミノ酸配列をもとに算出したOAT3
の分子量は59kDaである。本章で得られたバンドのサイズが他の報告より大
きいため、サンプルバッファーに2一メルカプトエタノール以外にジチオトレ
イトールの添加、サンプルの尿素による可溶化を試みたが、バンドを一本に
収束させることはできなかった。
　69　kDaと100　kDaの2つのバンドについて定量性を検討した。タンパク量
1．7－30pgの範囲で両バンドともタンパク量にほぼ比例してバンドが濃くな
ったものの、完全な直線性は得られなかった（Fig．6－2A、　B）。2っのバンド
の相対値は実験ごとにばらつきがあるため、両バンドともOAr3であると考
え、両バンドを足し合わせてOAT3の発現量としたところ良好な直線関係が
得られた（Fig．6－2c）。種々の性ホルモン状態のラットから調製した粗膜画分
についてウエスタンプロッティングを行い、この検量線にあてはめてOAT3
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Fig，　6－1　Westren　blot　analysis　ofOAT3　in　crude　plasma
membrane　fraction　Qfkidney　in　rats，　Two　bands（100　kl］）a　and
69　kDa）　are　detected．　OVX，　ovariectomi’zed　rat，
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Fig．　6－2　Standard　curve　of　quantification　of　OAT3　protcin．　Standard
curve　is　obtained　using　different　amounts　ofprotein　（1．7　一一　30　ptg）　based　on
the　chemiluminescence．　100　kDa　band　（A）　69　kDa　band　（B）　and　sum　of
lOO　kDa　and　69　kDa　bands　（C）．
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Fig．　6－3　Renal　levels　of　OAT3　protein　in　rats　under　different　hormonal　states．　N，
normal　male　or　female　rat；　ORX，　orchidectemized　male　rat；　OVX，　ovariectomized
female　rat；　E2，　treatment　with　estradiol；　T，　treatment　with　testosteroRe．　Values　are
means　±　S．D．　for　three　rats．　a’b，　Differences　among　three　experimental　groups　of
male　rats　are　statistically　significant　without　a　common　superscript　（P　〈　O．001）．
X’YC　Differences　among　three　experimental　groups　of　female　rats　are　statistically
significant　without　a　common　superscript　（P　〈　O．OO　1）．
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Fig．6－4　Confocal　laser　scanning　microphotographs　ofthe　renal
cortex　ofovariectomized　rat　（OVX）．　Scale　bar，　40　pm；　Magnification
×　400．
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Fig．6－5　lmmunofluorocence　localization　ofOAT3　in　the　cortex　ofrat
kidney．　ORX，　orchidectomized　male　rat；’　OVX，　ovariectomized　rat；　T，
treatment　with　testosterone；　E2，　treatment　with　estradiol．　Scale　bar，　40　pm；
Magnification　×　100．
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タンパク質の定量を行った（Fig．6－3）。粗膜画分中のOAT3の量は、雌雄両
性のラットの間に大きな差はなかった。雄性ラットの3群（nommal、　ORXお
よびORX＋T）で比較すると去勢した雄性ラット（ORX）が他の2群より優位
に高かった。雌性ラットの3群（normal、　OVXおよびOVX＋E2）で比較する
と卵巣を摘出したラット（OVX）において対照群の雌性ラットより約4倍高
い値を示した。雌雄両性のラット6群で比較すると卵巣を摘出したラット
（OVX）でのみ有意に高かった。この結果は、　OAT3　mR：NAを定量した結果と
ほぼ一致していた。種々の性ホルモン状態のラットにおいてOAr3タンパク
質とmRNAには有意な相関が認められた（ノ＝0．703、P＝0．037）。したがって、
OAT3　mRNA発現量は粗膜画分中のOAT3タンパク質の発現量を反映したも
のであるといえる。次に、OAr3タンパク質が腎臓のどの膜に発現しているの
かを調べるため、同じ抗体を用いて、免疫組織染色を行った。共焦点レーザ
ー顕微鏡により倍率400倍で組織の染色度を観察したところ、皮質、髄質外
層の尿細管の血管側でよく染色されていた（Fig．6－4）。一方、髄質内層の尿
細管はそれ程染色されなかった。次に、種々の性ホルモン状態のラットから
作製した腎切片を用いて染色を行い、蛍光顕微鏡で観察し比較した（Fig．6－
5）。OAr3の蛍光強度は、卵巣を摘出したラット（OVX）で顕著に増大してい
たが、その他の性ホルモン状態のラットでは雌雄の正常ラットと大きな差は
認められなかった。この結果は、先のmRNAおよびウエスタンプロッティン
グの結果と一致していた。
第2節 考　察
　第5章における検討によってOAr3がPFOAを輸送することが明らかとな
った。しかし、第2章の腎皮質切片へのPFOAの取り込みの結果は、　PFOA
の取り込みが種：々の性ホルモン状態でほとんど変動しないことを示しており、
この2つの実験結果の問には矛盾がある。そこで、OAr3タンパク質の発現量
が実際にmRNAの発現量を反映しているのかどうかを検討した。本章での検
討の結果、OAr3タンパク質は分子量69　kDaおよび100　kDaの2つが検出さ
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れた。2一メルカプトエタノールやジチオトレイトールにより分子量が変化し
ないことから、この2つの分子量のタンパク質が検出される理由は2量体形
成によるものではなくOAT3タンパク質が糖鎖などの修飾を受けたものであ
ると考えられるが、明確な解答は得られていない。本章の実験では2つの分
子量のタンパク質ともにOAT3であるとし、OAr3タンパク質の定量を行った。
本章の実験の結果、OAr3　mRNAの発現量はタンパク質の発現量を反映して
おり、卵巣を摘出したラット（OVX）でのみ膜画分での発現の上昇が認めら
れた。OAT3タンパク質が卵巣を摘出したラット（OVX）でのみ高発現してい
るにも関わらず卵巣を摘出したラット（OVX）においてPFOAの腎皮質切片
への取り込みがほとんど変化していない（第2章）ことや、PFOAのCLrが卵
巣を摘出したラット（OVX）でもあまり変動しないという事実を考え合わせ
るとラットの腎臓には血管側からのPFOAの取り込みにOAT3以外にもPFOA
を輸送する担体が関与している可能性が考えられる。
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総　括
　本研究はPFOAの生体作用に著しい性差が生じる原因を調べることから開
始した。すなわち、PFOAのラット肝臓のペルオキシソーム増殖作用は雄性ラ
ットにおいて顕著であるのに対し、雌性ラットでは全くみられない。この性
差は肝臓でのPFOAの残存量の差によるものであることをつきとめた。次に、
PFOAの生物学的半減期に大きな性差があり、これが雌雄両性のラットにおけ
るC：Lrの差によるものであることを明らかにした。さらに、　PFOAの尿中か
らの排泄機構には性ホルモンによって調節される輸送担体が関与するという
作業仮説を立て、これを以下の方法で検証した。
①　様々な性ホルモン状態におけるPFOAのC：Lrの評価を行い、調節に関わ
　る性ホルモンが主にテストステUンであることを明らかにした。
②PFOAが尿細管上皮細胞を経て輸送される過程のうち、血液中から尿細管
　上皮細胞への取り込み過程と尿細管管腔から尿細管上皮細胞への再吸収過
　程が輸送担体によるものであることを示した。
③様々な性ホルモン状態において、PFOAのC：Lrと種々の有機酸輸送体の
　mR：NA発現量の変動とを比較し、　PFOAを輸送する輸送担体としてOAT　1、
　OAT2、　OAT3およびoatp　1を候補として絞り込んだ。
④病態あるいは生理状態を変化させた動物モデルの解析からNPT2が
　PFOA輸送体の候補となった。
⑤アフリカツメガエル卵母細胞を用いた輸送実験から、oatp　1とOAT3が
　PFOAを輸送することが明らかとなった。
⑥アフリカツメガエル卵母細胞を用いた輸送実験から、NPT2はPFOAを輸
　送しないことが明らかとなった。
⑦OAT3タンパク質は尿細管の血管側に発現しており、卵巣を切除した雌性
　ラットにおいてタンパク質の発現量が増加していることが明らかとなった。
以上の結果から、PFOAの腎臓からの排出機構の一部が解明された。　PFOA
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は血漿タンパク結合率が高く糸球体ろ過をほとんど受けない。PFOAは血液中
から腎尿細管上皮細胞側底膜に発現しているOAr3により尿細管上皮細胞に
取り込まれ、何らかの機構で尿細管腔に排出された後、管腔に発現するoatp　1
により再吸収を受ける。この再吸収過程がCLrに性差が生じる原因の1つと
考えられる。再吸収を受けなかったPFOAは尿中に排出される。一方、　PFOA
の血液中から腎尿細管上皮細胞への取り込みにはOAT3以外の輸送担体も関
与している可能性も示された。また、雌性ラットではoatp　1がほとんど発現し
ていないにもかかわらずマンニトール存在下でC：Lrが上昇することから再吸
収にはoatp　1以外の輸送体も関与している可能性が考えられる（Fig．）。これら
疑問点の解明には、今後、更に研究を進展させる必要がある。
　これまで、PFOAの尿中排泄機構を分子レベルで解明した例はない。本研
究の成果はPFOAのヒトにおける残留性の予測や排泄促進法を開発する上で
極めて有益な情報となるであろう。
、Pr競願1漁1恥恥
　　　　twW3
縛（嫉
　　　　　？
P騨瀦，
pigge，，x
??
??
盤詮Pコ
狸oA
掌上¢掘心d】 賠10醐
電∫ifin［“
　　　　罪⑭A
Fig．　Proposed　rnechanism　for　urinary　excretion　of　PFOA
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実験の部
実験の部
第1章の実験
1．試薬
　PFOA、ウレタンおよび無脂肪酸ウシ血清アルブミン（BSA、　Essentially
Fatty　acid　ffee）はSigma　“一　Aldrich　lnc．（MO、　USA）から購入した。ヘパリ
ン注射液は武田薬品工業から購i入した。ネンブタール注射液は大日本製薬
株式会社から購入した。プロピオン酸テストステロン、安息香酸エストラ
ジオール、プロベネシドおよびd一マンニトールは和光純薬から購入した。
その他の試薬はすべて特級を使用した。
2．動物
1）飼育
　wistarラットおよびWistar　STラットはS：LCから購入した。動物は入荷
後1週問馴化飼育し、正常な個体のみを実験に使用した。動物は自由に飲
水、摂食（CE　一2、日本クレア）させた。動物実験の取り扱いは、城西大
学生命科学センター動物実験規範に従って行った。
2）PFOA投与
　PFOA　O、2．5、5、10、15および20　mgをプロピレングリコール：水（1：1、
v／v）に溶解し、5週齢のWistarラットに体重1kg当り1mしの割合で、1
日1回5日間腹腔内に投与した。最終投与から24時間後に肝臓を摘出し、
生理食塩液で三流後、9倍量のスクロ・・一ス緩衝液（0．25Mスクロース、1
mM　EDTA、10mM　Tris－HC1、　pH：7．4）を加え、テフロンホモジナイザー
を用いホモジネートを調製した。ホモジネートは、β酸化活性測定用には
一80℃で、PFOA定量用には一　30℃で、それぞれ実験まで保存した。
3）外科的処置
uatlj｛　nedi 6週齢のWistar　ST雄性ラットをネンブタール
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注射液（36mg／kg体重、50　mg／mL）で麻酔し、背位固定後、正中線に沿っ
て陰嚢中心部の皮膚を約IOmm切開した。切開部からはさみとピンセッ
トを用いて右精巣を露出させ、精巣頭部にある精巣動、静脈を包む脂肪組
織を2ヵ所結紮し、2本の糸の問で切断し、精巣を摘出した。左側の精巣
も同様に摘出した。左右の精巣を摘出後、切開した皮膚を縫合し、ヨード
チンキで消毒後、皮下にペニシリンGカリウム（200U／rat、200，000　U／バ
イアル、明治製菓株式会社）を投与した。手術後ラットは、プラスチック
ケージに収容して個々に飼育し、2週間回復させた後実験に用いた。
　二二塑Ω　　6週齢のwistar　ST雌性ラットをネンブタール
注射液（36mg／kg体重）で麻酔し、背位固定後、バリカンで第10肋骨の下
側を中心に左右の毛を刈り、塩化ベンザルコニウム液（0．1％）で消毒後、
腸骨稜と左側の第玉0肋骨の左端を結ぶ線の中心部分の皮膚を縦に切開し
た。内皮も同じ大きさに切開し、腹腔内に見える脂肪の塊をピンセットで
ゆっくり引き出し、脂肪塊の中にある赤紫色、桑実状の卵巣の存在を確認
した。結紮糸（硬質5号）で輪をつくり、子宮の一部とともに卵巣周囲の
脂肪ごと結紮した。結紮糸部分の直下から卵巣を切除した。切除後、腹腔
内に子宮を戻し、内皮および外皮を縫合した。右側の卵巣も同様に摘出し
た。縫合部をヨードチンキで消毒後、皮下にペニシリンGカリウム（200
U／rat）を投与した。手術後ラットは、プラスチックケージに収容して個々
に飼育し、2週間回復させた後実験に用いた。
　性ホルモン投与　　　8週齢のWistar　ST雄性ラットに安息香酸エスト
ラジオール（0．2mg／kg体重／mL　com　oil）を1日1回7日間皮下投与した
（E2）。8週齢のWistar　ST雌姓ラットにプロピオン酸テストステロン（lo
mg／kg体重／m：L・corn・oil）を1日1回IO日間皮下投与した（T）。手術からお
よそ2週間後に、一部の精巣を摘出したラットにはプuピオン酸テストス
テロン（lo　mg／kg体重／mL　com　oil）を1日1回5N間皮下投与した
（ORX＋T）。また、一部の卵巣を摘出したラットには安息香酸エストラジオ
ール（0。2mg／kg体重／mL　corn　oil）を1日1回7日間皮下投与した
（OVX＋E2）。本実験で行ったホルモン処理についてscheme　1にまとめた。
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Male　rat一一一一一一一一一一一一一一一 N
Treatment　with　estradiol
OrchidectomyRecovery2weeks
Treatment　with　testosterone
E2
ORX
（）RX＋T
Treatment　with　testosterone
一一一一一一．一．．一．一in．一一．一一p｝i　T
OvariectomyRecove
2weeks
Treatment　with　estradiol
ovx
OVX＋E，
Scheme　1　Experimental　design　for　different　hormonal　states．
ORX，　orchidectomized　male　rat；　OVX，　ovariectomized　rat；　T，
testosterone；　E2，　treatmeftt　with　estradiol．
N，　normal　rat；
treatment　with
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4）タンパク定量［41］
　ホモジネート中のタンパク量は、Lowryらの方法により測定した。標準
物質として牛血清アルブミン（bovine　serum　albumin、　BSA）を用いた。
5）ペルオキシソームβ酸化活性の測定
　肝ホモジネートを酵素源として、シアン存在下でのβ酸化活性を測定し、
ペルオキシソームβ酸化活性とした。β酸化活性は、パルミトイルCoAを
基質とし、反応過程で：NAD“が還元されて生成する：NADHを340　nmの吸
光度を測定することにより行った。反応系は、1mMシアン化カリウム、
0．1％（w／v）Triton　X　一IOO、0．1mM　CoA、0．2　mM　NAD“、12mMジチオトレ
イトール、0．15mg／m：L　B　SA（essentially　fatty　acid　free）、0．03　mMパルミトイ
ルCoA、50　mMリン酸緩衝液（pH　7．5）およびホモジネート（タンパク質
として約30gg）を含み、最終容量1mしとした。反応液を37℃で2分問
予備加温し、パルミトイルCoAの添加によって反応を開始し、340　nmの
吸光度の増加を測定した。吸光度の測定にはUV－300（島津：製作所）を用
いた。：NADPH：の分子吸光係数を6．22×106　Mlcm4とし、4）で定量したタ
ンパク量から比活性を算出し、nmol／min／mg　proteinで示した。
6）腎クリアランスの測定
　マンニトール非存在下　　　ラットにウレタン溶液（O．9g／3．6　mL／0．9％
NaCl溶液／kg体重）を腹腔内に注射し、麻酔を施した。右大腿部および下
腹部を切開し大腿静脈および膀胱にカニューレ（SP　45）を挿入し固定後、
切開部を縫合した。手術後、ラットをボールマンケージ（夏目製作所）に
収容した。手術から1時間後PFOA（48．63μmo1／mL／kg体重）をカニューレ
より急速静脈内投与した。PFOA投与後30、60、120、180、240および300
分後に採尿を、15、45、90、120、150、210、270および300分後に採血
を行った。試料中のPFOAは以下に示す方法で定量した。　PFOA投与後5
時間までのAUCを求め、尿中への排泄量をAUCで除して腎クリアランス
とした。
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　マンニトール存在下　　　ラットをウレタン（0，9g／3．6　mL／0．9％：NaCl
溶液／kg体重）で麻酔した後、大腿部を切開し大腿静脈よりカニューレ（SP
45）を挿入し固定後、切開部を縫合した。手術後、ラットをボールマンケ
ージに収容し、カニューレより10％（w／v）d一マンニトール／0．9％（w／v）塩
化ナトリウム溶液を。．1mL／minの流速で持続的に注入した。注入開始から
2時間後にPFOA（48．63μmo1／mL／kg体重）をカニューレより急速静脈内投
与し、直ちに点滴を再開した。PFOA投与後、2．5、75、225、475、925、
147．5、252．5および300分後に採尿を、5、15、35、70、120、200および
300分後に採血を行った。試料中のPFOAは以下に示す方法で定量した。
PFOA投与後5時間までのAUCを求め、尿中への排泄量をAUCで除して
腎クリアランスとした。
　プロベネシド共存下　　　上記と同様の手術を行い、10％（w／v）d一マン
ニトール／0．9％（w／v）塩化ナトリウム溶液の注入を開始してから15時間
後にプロベネシド（15mg／kg／mL　O．90／e　NaCl）を急速静注した。その後、注
入液を0．15％（w／v）プロベネシド／10％（w／v）d一マンニトール／0．9％（w／v）
塩化ナトリウム溶液に交換し0．1mL／minの流速で実験終了まで持続的に
注入した。マンニトール溶液の注入開始から2時間後にPFOA（48．63
脚ol／mL／kg体重）をカニューレより急速静脈内投与し、上記と同様の実験
を行った。
7）PFOAの定量
　ブUムアセチルメトキシクマリンの合成方法 2一ヒドロキシー4
一メトキシベンズアルデヒド2gをよく乾燥させたナスフラスコにとり、
無水メタノール20mLを加え、マントルヒーターで温めて溶かした。こ
れに3一オキソブタン酸エチル2．4mLを加えて軽く振り混ぜ、ピペリジン
を8滴加えた。沸騰石を入れ、ジムロートに接続し150℃で5分間還流さ
せた。室温で冷却後、生成した結晶を濾三冠、少量のエタノールで洗い、
デシケーター中で乾燥させた。この結晶2gを三角フラスコにとりジクロ
uメタン100mしに溶かし、テトラブチルアンモニウムブロマイド8．89
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を加え溶かした。遮光しながらスターラーで1時間撹搾後、室温で一晩放
置した。生成した結晶を濾取後、デシケーターで乾燥させた。この結晶1
gを三角フラスコにとり、酢酸エチルエ00mLを加え、加温式スターラー
で沸騰するまで温めた。沸騰後から50mしのベンゼンを少しずつ結晶が完
全に溶けるまで加えた。結晶の析出を防ぐためにろ過装置を加温しておき、
速やかにろ過した。濾液放冷後、氷冷した。再び室温に戻し析出した結晶
を濾取後、デシケーターで乾燥させ、一30℃で保存した。
　生体試料からのPFOAの抽出　　　尿試料0．2－1．O　mL、血漿試料50叫
または、臓器ホモジネートO．5　一1．OmLをネジ付試験管にとり、精製水を
加えて容積をLO　mしとした。この試験管に内部標準物質としてペルフル
オロヘキサン酸5nmo1をマイクロシリンジで加えた。さらに、精製水0．5
mL，　1　M炭酸ナトリウム緩衝液（pH　10．0）および0．5　Mテトラブチルアン
モニウム溶液（pH　IO．0）を各1．O　mL加えた。よく撹＃後、10分間超音波
処理した。これにヘキサン：酢酸エチル（i：1、v／v）を4mL加え、16分
間振とうした。800×gで5分間遠心し、上層を別のネジ付試験管に移し
た。下層に再びヘキサン1酢酸エチル（1：1、v／v）を4mL畑え、同様の
操作を2回繰り返し、上層を先のものと合わせた。
　PFOAの誘導体化　　　PFOAの抽出液の溶媒を窒素エバボレーターで
留去した。さらに、ベンゼン05mLを加え再び窒素エバボレーターで溶
媒を完全に留去した。残渣にプロムアセチルメトキシクマリン溶液（2
mg／mL脱水アセトン）3mLを加え、よく撹搾後70℃水浴で25分反応させ
た。反応終了後直ちに氷冷し、一　30℃で保存した。
　HPLCによるPFOAの分離、定量　　　高速液体クuマトグラフ
（HPLC）はしC　10ASおよびLC6A（島津製作所）を用いた。分離用カラムは
Wakosil　II　3　C　18（4．6×50　mm）およびYMC　pack　C　18（4．6×50　mm）を用い、
カラム温度は40℃に設定した。移動相にはアセトニトリル：水（140：60、
v／v）を流速0．8mL／minで用いた。検出には蛍光検出器（RF－10A・XL、島
津：製作所）を用い、励起波長を366nm、蛍光波長を420　nmとした。試料
は注入前に綿栓ろ過し、マイクロシリンジで20μLをHPLCに注入した。
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得られたクロマトグラムは、JASCO　一　BORWIN（日本分光）にて波形処理
した。
　検量線の作成　　　メタノールに溶解したPFOAを05－50　nmo1ネジ付
き試験管にとり、内部標準物質としてペルフルオnヘキサン酸メタノール
溶液5nmolと精製水500μLを加えた。生体試料と同様の方法でPFOAの
抽出および誘導体化を行い、HPLCで分離し定量した。内部標準物質との
面積比からPFOAの検量線を作成した。分析試料中のPFOAの量はこの検
量線から求めた。
3。統計処理
　2群の比較はStudentラsたtestを用いて行った。3群以上の比較には、一
元配置分散分析を行った。有意差のあるものについてはさらに、Sheffeの
多重比較を行い、2群問の有意差を検定した。
第2章の実験
1．試薬
　［1－14C］ペルフルオロオクタン酸（55　mCi／mmol）はBlyChem：Ltd．
（Bellingham、　UK）に合成を委託した。その他の試薬はすべて特級を使用
した。
2．腎皮質切片を用いたPFOAの取り込み速度の測定
D腎皮質切片の作製
　ラットをジエチルエーテルで麻酔し、腹部を正中線に沿って切開後腹部
上行静脈より採血後、左右両腎臓を摘出した。腎臓は生理食塩水で洗浄し、
脂肪および被膜を除いた腎臓をメスで4等分した。腎臓1片をKrumdieck
tissue　slicer（Alabama　Research　and　Development、　AL、　USA）を用いて厚さ
50μmの切片（40－90mg）にした。1片の腎臓から2枚の腎皮質切片を得
た。切片は実験まで酸素ガスを通気したuptake　buffer中に、4℃で保存し
た。
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2）腎皮質切片への取り込み実験［19］
　一組成　　　Uptake　bufferは最終濃度として、120　mM　NaCl、
162mM　KC1、1mM　CaC12、1．2　mM　MgSO4、10　mM　NaH2PO4、：Na2HPO4を
含みpH7．5となるように調製した。　Uptake　bufferには［i4C］PFOAおよび
PFOAを所定の濃度になるように溶解させ、基質液とした。
　取り込み実験　　　酸素ガスを通気したuptake　bufferのみを3m：L入れ
たバイアルに腎切片を一枚ずつ入れふたをして25℃の水浴に浸し、ゆっ
くり振結し（25　min’i）、5分間予備加温した。別途、基質液を3mL加えた
バイアルを準備し、あらかじめ加温しておいた。Uptake　buf蝕中の切片を
基質液の入ったバイアルに移し入れ、反応開始時刻とした。続いて、酸素
ガスを5秒間注入し、ふたを閉め、25℃の水浴に浸しゆっくり振下した。
一定時間（25、5、75、10または15分）後基質獄中から切片をピンセッ
トで取り出し、あらかじめ氷冷しておいた1％BSA（essentially　fatty　acid
free）を含むuptake　bufferを3mしいれたバイアルに入れ、撹搾後この溶液
を除いた。腎切片には新たに氷冷した1％BSA（essentiaUy伽y　acid　ffee）を
含むuptake　bufferを3mL入れ、撹搾後溶液を除いた。腎切片を取り出し、
水分を濾：紙で丁寧に吸い、重量を測定した。腎切片をシンチレーションバ
イアルにいれ、5％（w／w）ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）水溶液！m：Lを
加えふたをして約16時間振塗した（100minゼ1）。腎切片が溶解したことを
確認しシンチレーター（トルエン：Triton　X－100、1：1、　v／v）8m：Lを加え
よく軽愚し、約16時間放置後に、液体シンチレーションカウンター（ア
ロカ社）で放射活性を測定した。別途、基質液の放射活性を測定し、切片
に取り込まれたPFOAの量を算出した。取り込みはnmol／mg　t｛ssueまたは、
nmol／10min／mg　tissueで表した。
3．統計処理
　2群の比較はS加dent’sたtestを用いて行った。3群以上の比較には、一
元配置分散分析を行った。有意差のあるものについてはさらに、Sheffeの
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多重比較を行い、2三間の有意差を検定した。
第3章の実験
1．試薬
　RNeasy　Maxi　kitおよびQuantiTectτM　sYBER　Green　PcR　kitはQiagen
（Germany）から購入した。　Oligotex　一　dT30〈Super＞およびRNA　PCR　kit
（AMV）はタカラバイオ株式会社から購入した。　PCRプライマー各種は
Amersham　bioscience　corp．（NJ、　USA）または、シグマジェノシスジャパン
株式会社に合成を依頼した。フェノールは核酸抽出用のものを和光純薬株
式会社から購入した。電気泳動用のアクリルアミド、ビス（N，　AP　一メチル
ービスーアクリルアミド）、過硫酸アンモニウム、N，　N，　N’，　M，一テトラメ
チルエチレンジアミンはBlo－Rad　Laboratories（CA、　USA）から購入した。
その他の試薬はすべて特級を使用した。
2，腎臓からのmRNAの調製法
1）腎組織からのtotal　RNAの調製
　種々のホルモン状態のラットから腎臓を摘出し、外科用メスで4等分後、
プラスチックバイアルに入れ、液体窒素で凍結し一80℃で保存した。腎組
織からRNeasy　Maxi　kitを用い、　total　RNAを抽出した。　Total　RNA溶液定
量は抽出液の吸光度を波長260nmで測定することにより行った（IA260。m
・40　ng／mL　RNA）。この溶液のtotal　RNAをエタノール沈殿させ、　RNA濃
度が1mg／mL以上になるように適量のRNase　一　free水に溶解した。この溶
液のRNA濃度は、上式のように260　nmの吸光度から算出した。
2）Total　RNAからのmRNAの精製
　1）で得られた溶液1mしに対し1mしの割合でOligotex　一　dT30〈Super＞
を加えよく撹拝し、65℃の水浴で5分間反応させ、さらに3分間氷冷した。
この反応液に、加えたOligotex　一　dT30〈Super＞の0．05倍量の5M塩化ナ
トリウム溶液を加え、37℃で10分間加温した。15，000rpmで3分間遠心
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し、上清を注意深く除いた。沈殿に始めに加えたOligotex－dT30〈Super＞
と同量の10mM　Tris／玉mM　EDTA溶液、　pH　7．5を加え、沈殿をよく懸濁し
た。これを65℃の水浴で5分間反応させ、その後3分間氷冷した。15，000
rpmで3分間遠心し、上清を別のチューブに移した。沈殿にもう一度同量
の10mM　Tris／1　mM　EDTA溶液、　pH：75を入れ、先と同様の操作を繰り返
した。得られた上清はまとめて、フェノール／クロロホルム抽出およびエ
タノール沈殿を行いmRNA濃度が05　mg／mL以上になるようにRNase　一
free水に溶解した。この溶液の吸光度を分光光度計で測定し、　mR：NA量を
定量した。調製した溶液は使用まで一80℃で保存した。
3）フェノール／クロuホルム抽出／エタノール沈殿
　RNA溶液に等量のフェノール：クロロホルム（1：1、　v／v）を加えよく
撹罪した。IO，OOO　rpmで15秒遠心し、上清を別のチューブに移し、等量
のクロuホルムを加え撹期した。これを10，000　rpmで15秒遠心し、上清
を別のチューブに移した。この溶液にエタノールを25倍量加え、よく撹
諭して、一80℃で1－2時間放置した。40C、10，000　rpmでIO分間遠心し、
上清を静かに除いた。得られた沈殿に氷冷した70％エタノールを加え、
再び同条件で遠心した。上清を除き、室温で10分放置して残存するエタ
ノールを揮発させて除いた後、RNase一骨e水に溶解した。
3．RT－PCR法による各種輸送担体mRNAの定量
D逆転写反応
　逆転写反応はRNA　PcR　Kit（AMv）ver．　2．1（タカラバイオ株式会社）を
用いた。逆転写反応系には最終濃度で5mM　MgC12、1×R：NA　PCR　buffbr、
1mM　dNTP　mix、20　U　RNase　Inhibitor、0。125μM　oligo　dTアダプタープラ
イマーを05mしのPCRチューブに加えた。さらに、1UAMV逆転写酵素
および1μgmRNAを入れ、最終容量が20μしになるようにRJNase　一　free
水を加えた。PCRチューブをサーマルサイクラー（Gene　Amp　PCR　system
g700、　Applied　Biosystems、　CA、　USA）にセットし、42℃で30分、99℃で
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5分、5℃で5分間それぞれ反応させた。生成したcomplementary　DNA
（cDNA）は使用するまで一　30℃で保存した。
2）　Polymerase　Chain　ReactioR　（PCR）
　RNA　PCR　kit　AMV　を用いた方法　　　PCR反応系には最終濃度で、
O．1μMプライマー（Table　7　一1）、40　mM　KCI、1．5　mM　MgC12および0．8　mM
d：NTPsを加え、1．25　U　TaKαRa　TagTM、さらに上記1）の逆転写反応生成物
4　pLを加え、　RNase　一　free水を加えて最終容量を50μしとした。　PCRチュ
ーブをサーマルサイクラー（GeneAmp　PCR　system　9700）にセットし、
Table　7－2に示すプログラムを用いて増幅させた。反応後、反応液の一部
を分子量マーカーとともに1．5％アガロースゲル電気泳動にかけた。分離
後、ゲルをエチジウムプロミドで染色した。PCR生成物のサイズをマーカ
ーと比較して確認した。目的の分子量のバンドをゲルから精製し
（GENECLEAN皿kit、　Bio　l　O　1、CA、USA）、D：NAシークエンサー（ABI　PR【SM
310、Applied　Biosystems）によりシークエンスを調べ、正しい位置で増幅
されていることを確認した。目的のバンドの蛍光強度をゲルイメージング
システム（Epi一　Light　UV2000、Aisin　Cosmos）とLuminous　Imagerを用いて
数値化した。PCRに使用した雄性ラットのmRNA量が125　ngから2μ9
の範囲では、測定サイクル数±1サイクルの範囲で定量的に増幅されてい
ることを確認した。結果はすべて雄性ラットの値を1とした時の相対比で
示した。
　リアルタイムPcR法によるmRNAの定量　　　本法にはQuantiTectTM
sYBER　Green　PcR　kit（Qiagen）を用いた。　PcRプレートに2×PCR　master
mixを125μL、0．16μM輸送担体またはGAPD：Hのプライマー（Table・7　一
1）、1）の逆転写反応生成物の10倍希釈液5p：Lを入れ、最終容量が25μし
になるようにRNase　一　free水を加えた。プレートにキャップをし、　PCRプ
レートをサーマルサイクラL一・一・一・（iCycler、　Bio　一　Rad　Laboratories）にセットし、
Table　7－2に示すプuグラムを用いて増幅させた。増幅後、融解曲線を作
製し単一の生成物であることを確認した。また、PCR増幅産物のシークエ
75
ンスをDNAシークエンサーを用いて調べ、目的産物であることを確認し
た。NPTI、　NPT2、　MRP2およびGAPDH：については、　mRNAが25　ngか
ら50ngの範囲で定量的に増幅することを確認した。すべての実験におい
て、蛍光強度が500に達する時のサイクル数（スレシホールドサイクル）
を求めた。各輸送担体のmRNA発現量は、　GAPDHのスレシホールドサイ
クルから各トランスポーターのスレシホールドサイクルを差し引き、この
値で2を累乗させることにより求めた。結果は、雄性ラットの値を1とし
た時の相対比で示した。
　4．統計処理
　2群の比較はStudent’s　t一　testを用いて行った。3群以上の比較には、一
元配置分散分析を行った。有意差のあるものについてはさらに、Shdffeの
多重比較を行い、2群間の有意差を検定した。
　多重回帰分析は、マイクロソフト社のEXCELを用いた。説明変数の選
択方法は変数減少法を用いた。変数選択の統計的基準としてF値を用いた。
F値は次式を用いて求めた。
　　　　　　F・・｛（偏回帰係数）／（偏回帰係数の誤差）｝2瓢σ値）2
　F値が2以上ならば有効な変数、2未満ならば不要な変数として変数の
選択を行った［72］。
第4章の実験
1．試薬
　低リン食は、ArN－93M中の無機リン酸濃度O．60／，をO．e20／，に変更させ
た飼料をオリエンタル酵母工業株式会社より入手した。その他の試薬はす
べて特級を使用した。
2．動物
1）飼育
　Wistar　STラット、Sprague　一　Dawleyラット、Eisai　hyperbilirubiuriaラット
（EHBR）はS：LCから購i増した。動物は入荷量1週間馴化飼育し正常な個体
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のみを実験に使用した。動物は自由に飲水、摂食（CE－2）させた。低リ
ン食の実験：では、動物入荷から1週間馴化飼育の後、餌料を低リン食に変
え、1週間自由に摂食させた。動物実験の取り扱いは、城西大学生命科学
センター動物実験規範に従った。
2）腎クリアランスの測定
　第1章実験の部2－6）に示した方法でサンプルを採取し、第1章実験の
部2－7）に示した方法でPFOAの分離定量を行った。
3．統計処理
2群の比較はStuden£’s　t－testを用いて行った。
第5章の実験
i。試薬
　PyアobeSl⑧　DNA　polymeraseはタカラバイオ株式会社から購i乏した。各種
プライマーはAmersham　bioscience　corp．または、シグマジェノシスジャパ
ン株式会社に合成を依頼した。p一［glycyl　1一　14C］PAH（40　Ci／血mol）および
［taurine　2－3H：】TCA（50　Ci／mmol）はAmerican　Radiolabeled　Chemicals　Inc．
（MO、　USA）から、［32P］正リン酸（PO43り（2．9　Ci／mol）はPerkinElmer　Life
Sciences　Inc．（MA、　USA）から購入した。
2．capped　RNA（cRNA）の合成
1）各輸送担体の全長cDNAのクローニング
　第2章の実験2－3）に示す方法で得られたラット腎cD：NAをテンプレー
トとしてTable　7　一1に示したクローニング用各種プライマーセットを用い
てPCRを行った。0．5　mしのPCRチューブに1×Pyrobest⑧　buffer　ll：、TaKaRa
Pyアobesl⑧DNA　polymerase　L25　U、プライマー20　pmolおよび逆転写生成物
5．0μLを加え、最終容量が50μしになるようにRNase　一　free水を加えた。
PCRチューブをサーマルサイクラーにセットし、　Table　7－2に示したプロ
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グラムを用いて増幅した。反応終了後PCR生成物を1％アガロースゲル
電気泳動にかけ、目的の分子量のゲルを切り出し、GENC：LEAN皿Kitを
用いてcDNAを精製した。精製したPCR生成物をT4ポリヌクレオチドキ
ナーゼ（New　England　Biolabs　Inc．、MA、USA）によりリン酸化した（37℃、
5時間）。反応溶液をフェノール／クnロホルム処理して酵素を除き、エタ
ノール沈殿後、適量の10mM　Tris／l　mM　EDTA溶液、　pH　75に溶解した。
2）各輸送担体の全長cDNAのプラスミドベクターへの導入
　プラスミドベクター（pBluescrip重KS　H（＋）、　Stratagene、　CA、　USA）を制
限酵素（EcoR　V、　Sma　1）で平滑末端に切断した後、アルカリホスファタ
ーゼ（タカラバイオ株式会社）で脱リン酸化を行った。反応終了後、生成
物をフェノール／クロロホルム処理して酵素を除き、エタノール沈殿後、
適量の10mM　Trls／1　mM　EDTA溶液、pH：75に溶解した。リン酸化したPCR
生成物と平滑末端に切断し脱リン酸化したベクターを質量比が2：玉にな
るように混合し、D：NAリガーゼ（LigaFast　DNA　Ligation　kit、　Promega、　WI、
USA）を用いて30分室温で反応させた。
3）形質転換（エレクトロポレーション）
　大腸菌（DH5。コンピテントセル）懸濁液に2）の反応溶液1μLを混合し、
エレクトロポレーションキュベット（Bio　一　Rad　Laboratories）にあわ立た
ないように入れた。3分間氷冷後、エレクトmポレーション装置
（MicroPulser、　Bio　一　Rad　Laboratories）にセットし、1．8　KeVの電流を4．4ミ
リ秒流した。エレクトロポレーション後、懸濁液をSOC培地（2％
Bactotyptone．　O．50／o　Bacto　yeast　extract．　I　O　mM　NaCl．　2．5　mM　KCI，　10　mM
MgC12、　I　O　mM　MgSO4、20　mM　glucose）に入れ37℃で1時間振盗培養した。
SOC大腸菌培養液にイソプロピルチオーβ　一一ガラクトシダーゼ（0．1　mg）
と5一プロモー4一クロn－3一インドリルーβ一D　一一ガラクトピラノシド
（2．5μmol）を混合した。この混合液20－100μLをL－Broth寒天培地（1．2％
Agar　purified、1％Bactotyptone、0．50／・　Bacto　yeast　extract、0．50／。　NaCl）に均
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一に蒔き、37℃で約16時間培養した。白色のコロニーをピックアップし、
LBroth液体培地で約16時間培養した。培養液から霜露を回収し、市販の
キット（Flexi　prepTM、　Amersham　Biosciences　Corp．）を用いてプラスミドを
回収した。回収したプラスミド中の目的cDNAについては、電気泳動、制
限酵素処理およびシ・一一一一クエンスを行い目的のcDNAであることを確認し
た。
4）cR：NAの合成
　3）で得られたプラスミドの目的配列のC末端側を制限酵素で切断して
平滑末端とし、T7　RNA　polymerase（RiboMAX　RNA　production　system、
Promega）とRibo　m7G　cap　analogを混合し37℃で4時間反応させた。鋳型
DNAの除去のため反応液にRQ　I　RNase一飴e　DNase（Promega）を添加し、
さらに30分反応させた。この反応液に等量のフェノール：クロロホルム：
イソアミルアルコール（25：24：1、v／v）を加え1分間最南後13，000　rpm
で2分間遠心した。上清を新しいチューブに移し、等量のクロロホルム：
イソアミルアルコール（24：1、v／v）を加え1分間撹＃後13，000　rpmで2
分間遠心した。上清を新しいチューブに移し、3M酢酸カリウム溶液とイ
ソプロパノールを遠心上清の体積の0．1倍および等量それぞれ加え、10分
間放置した。13，000rpmで10分間遠心後上清を注意深く除き、沈殿を風
乾後、キット付属のnuclease　一　free　waterに溶解した。この溶液の260　nm
における吸光度を測定し、1　A260ni．＝40μg／mL　RNAからRNA濃度を算出
した。調製した溶液は使用まで一80℃で保存した。
3．アフリカツメガエル卵母細胞発現系を用いた輸送実験
1）アフリカツメガエル卵母細胞の調製［63］
　アフリカツメガエル（Xenopus　laevis）の卵巣をコパセティックから入手
した。これをModified　Baith’s　Medium（MBS、88　mM　NaCl、1mM　KCI、0．82
mM　MgSO4．　0．4　mM　CaC12．　0．33　mM　Ca（NO3）2，　2．4　mM　NaHCO3，　10　mM
Hepes／Tris、　pH75）で5回洗浄した。ピンセットを用いて房を裂き、アブ
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リカツメガエル卵母細胞が10　一　20個の塊なるようにはさみで切断した。
切断した塊芋10個を20m：Lバイアルに入れ、コラゲナーゼ溶液（Type　I、
Invitrogen　Corp．、　CA、　USA、2mg／m：L　MBS）2m：Lを加え、ふたをして20℃
で軽く振盤した。1時間後、コラゲナーゼ溶液を交換しさらに1時間振盤
を行った。コラゲナv一一・一・ゼ溶液を除き、BSA溶液（1　mg／mL　BSA／MBS）で5
回、続いてMBSで5回洗浄した。洗浄後のアフリカツメガエル卵母細胞
を実体顕微鏡で観察し、ステージrv　一Vの卵母細胞を選別し、バイアルに
入れてMBSを加え、18℃で約16時間保存した。次に、phosphate　medium（1
mg　BSA／mL　100　mM　K2HPO4、　pH　65）をバイアルに入れ20℃で1時間、軽
く振上した。phosphate　mediumを除き、　BSA溶液で5回、続いてMBSで
5回洗った。アフリカツメガエル卵母細胞をMBS中18℃で16時間保存し、
マイクnインジェクションを行った。
2）マイクロインジェクション
　マイクロピッペット作成器（PN　一3、株式会社成茂科学器械研究所）を
使用してガラス管（31／2　Drummond　replacement　tubes、　Drummond　Scientific
Company、　PA、　USA）からマイクロキャピラリーを作製した。マイクロキ
ャピラリーの先端を直径20μmになるようにマイクロフォッジ（株式会社
成下科学器械研究所）で確認しながら加工した。加工したマイクmキャピ
ラリーをジエチルピロカルボネートで処理した精製水で洗浄し滅菌缶に
保存した。加工したマイクロキャピラリーに後ろからミネラルオイルを充
填し、ミクロマニピュレーター（Nanoject　H、Drummond　Scientific　Company）
にセットし、キャピラリー内の空気を除いた。次に直径3cmディッシュ
の底に濾紙を敷き、MBSで湿らせ、約30個のアフリカツメガエル卵母細
胞をのせ、実体顕微鏡にセットした。2－5μ：しの水またはcRNA溶液をキ
ャピラリYの先端から充填した。実体顕微鏡下、アフリカツメガエル卵母
細胞に30nしつつインジェクションした。アフリカツメガエル卵母細胞を、
静かにバイアルへ移しMBSを入れ、18℃で3日間保存した後、取り込み
実験：に用いた。この間、MBSは毎日交換した。
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2）アフリカツメガエル卵母細胞への化学物質取り込み実験
　取り込み実験　　　Uptake　bufferとしてND96（96　mM　NaCl、2mM　KCI、
1．8　mM　CaC12、1mM　MgC12、5mM　Hepes、　pH7．4）を用いた。基質として、
10　ptM　p　一　［glycyl　1　一　i4C］PAH，　10　pM　［taurine　2　ma　3　H］TCA．　I　OO　ptM　［32P］PO43一
および10μM［1一　i4C］PFOAのいずれかをuptake　bufferに溶解して用いた。
正常なアフリカツメガエル卵母細胞を実体顕微鏡下で選別し、あらかじめ
：ND96を200μL入れた2mLラウンドチューブに10個ずつ入れ、反応開
始まで19℃で保存した。25℃で5分間予備加温後、ND96をピペットで除
き、基質液を200μL入れ反応を開始した。25℃のヒーティングブロック
上で1時間反応させ、この間7分毎に軽く振盤した。氷冷したND96800μL
を加え反応を停止させた。ND96を丁寧にピペットで除き、氷冷した：ND96
1mしで4回洗浄した。アフリカツメガエル卵母細胞を1個ずつ液シンバ
イアルに移し、loo／e（w／v）SDS水溶液500叫を加えバイアルにふたをし
て、血塗式恒温槽で37℃、1時間諒恕し溶解させた（100min”1）。バイアル
にシンチレーター（トルエン：Triton・X　一100、1：1）8m：Lを加え、液体イシ
ンチレーションカウンターで放射活性を測定した。測定結果からアフリカ
ツメガエル血忌細胞への取り込み量を算出した。
4．統計処理
　2群（水注入群と各輸送担体cRNA注入群）の比較はStudent’s　1一tes重を
用いて行った。
第6章の実験
1．試薬
　ウサギ抗ラットOAT3ポリクローナル抗体はトランスジェニック購入し
た。西洋ワサビペルオキシダーゼ標識ロバ抗ウサギIgG抗体はAmersham
Biosciences　Corp．から購入した。ブuッキング剤（ブロックエース）は大
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日本製薬から購入した。その他の試薬はすべて特級を使用した。
2．ウエスタンプロッティング
1）ラットの腎臓からの粗暴画分の調製［34］
　ラットをジエチルエーテルで麻酔し、腎臓を摘出した。秤量し、7倍量
のスクロース緩衝液（o．25Mスクn一ス、10　mM　Tris　一　Hc1、1mM　EDTA、
pH　7．4、1μg／m：Lロイペプチン、1μg／mLペプスタチンA、　O．1　mMフェ
ニルメチルスルポニル＝フルオリド、0．08μg／mLハμ一トシルー・　L　一一リジル
ークロ隠語チルケトン、5μg／mLアブuチニン、0．1mMベンズアミジン）
を加え、ポッター型ホモジナイザーを用いてホモジネートを調製した。ホ
モジネートの一部をマイクuチューブに分け取り、一　80℃で保存した。残
りのホモジネートを2mしのラウンドチューブに分注し500×g4℃で5分
間遠心した。上清を新しいチューブに移し6，000×gで5分間遠心した。
上清とfiuffy（粗膜球分）層を別のチューブに移し懸濁した。6，000×gで再
度5分間遠心した。上清とfluffyを別のチューブに移して懸濁し、16，000
×gで5分間遠心した。fluffy層を別のチューブに移しスクロース緩衝液
L5　mしに懸濁後、16，000×gで15分問遠心した。　fluf靭層を別のチューブ
に移し適量のスクロース緩衝液に懸濁した。懸濁液をマイクロチューブに
入れ液体窒素で凍結し、使用まで一80℃に保存した。
2）電気泳動および転写
　粗膜画配サンプルに最終濃度3％になるように10％（w／v）SDS水溶液を
加え十分に撹拝した。この一部に63mM　Tris－HC1、pH6．8、2％（w／v）SDS、
6％（v／v）グリセロール、O．002％（w／v）ブuモフェノールブルー、42　mMジ
チオトレイトールとなるようにそれぞれの試薬を添加した。この混合液を
沸騰水浴中で5分間加熱した。放冷後、一定量を12e／，ポリアクリルアミ
ドゲルに導入し電気泳動を行った（20mA、4－5時間）。　SDSで可溶化し
たサンプルは、bicinchoninic　acid法によりタンパク定量を行った。泳動終
了後、ゲルはメタノール処理したポリビニリデンジフルオリド膜とともに、
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Towbin　buffer（25　mM　Tris、192　mMグリシン、20％メタノール）に浸し30
分問平衡化させた。転写装置（Mini・trans　一　bl・t・cell、　Bi・一　Rad・lab・rat・ries）
にセットし、4℃で40mA、16時間通電した。
3）抗体との反応
　転写後メンブレンを取り出し、ブnッキング液（5％（w／v）スキムミルク
を含むTris緩衝液（TBS、0，3　M：NaCI、40　mM　Tris　一’　HCI、　pH　7．0））に浸し、
室温で2時間振盗した。TB　Sで5分間3回洗浄後、ウサギ抗ラットOAT3
ポリクローナル抗体をブロッキング液で333倍希釈した溶液と反応させ
た。室温で1時聞振猛後、0．1％（v／v）Tween・20を含むTBSで5分間3回洗
浄し、西洋ワサビペルオキシダーゼ標識ロバ抗ウサギIgG抗体をブロッキ
ング液で1000倍希釈した溶液と反応させた。室温で1時間振盗後、0．1％
（v／v）Tween　20を含むTBSで5分間3回洗浄した。
4）検出および数値化
　ポリビニリデンジフルオリド膜を、検出試薬（ECL　plus　westem　blo枕ing
detection　reagent、　Amersham　Biosciences　Corp．）と室温で5分間反応させた。
ポリビニリデンジフルオリド膜上の化学発光をルミノイメージアナライ
ザー（LAS　一100plus、フジフィルム）で検出し、バンドごとの化学発光の
強度をImage　gage（フジフィルム）で数値化した。雄性ラットから調製し
た腎粗膜画分のタンパクを用いて異なる量のタンパク質と化学発光強度
をプUットし、検量線を作製した。各試料から得られた化学発光強度を検
量線にあてはめ、得られた値をコントロールの雄性ラットの値との比で表
した。
5）タンパク定量（Bicinchoninic　acid法）
　試料中のタンパク量をbicinchoninic　acid法により定量した。発色試薬は
Pierce（IL、　USA）から購入した。標準物質として、　BSAを用いた。
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3．組織染色
1）腎臓の固定
　ラットの腹腔内にネンブタール注射液（50mg／mL）を50　mg／kg体重の
割合で投与し、また、尾静脈からヘパリンナトリウム注射液（清水製薬株
式会社、40U／mL／kg体重）を投与した。腹部大動脈にカニューレ（SP　45）
を挿入して、カニューレから固定液（4％（w／v）パラホルムアルデヒド、O．I
Mリン酸緩衝液）を流速10m：L／minで流した。30分後に腎臓を摘出し、固
定液に浸した。4℃で6時間放置した。次に、固定液を捨て、25％（w／v）ス
クロース液に浸し、約16時間放置した。25％（w／v）スクロース液を交換
し、6時間放置した後、切片の作製に用いた。
2）組織切片の作製
　組織切片の作製には、大型滑走式ミクuトーム（ROM－670e、大和光輝
工業株式会社）を用いた。固定した腎臓をメスで4等分し、あらかじめミ
クロトームの標本ブロックに凍結組織用包埋剤（Tissue－Tek、　OCT
compound、サクラサイエンティフィックジャパン株式会社）を適量載せ、
その上に腎臓1／4個を切断面が平らになるように載せた。炭酸ガスで急速
冷凍し、30ミクロンの厚さの切片を作製した。作製した切片は、一時的
に氷冷したO．Ol　Mリン酸緩衝液中で保存し、スライドグラス（マイクロス
ライドグラス、スーパーフロV一・一一一スト、松浪硝子工業株式会社）にのせた。
比較したい切片は同じスライドグラス上にのせ、以後の操作がすべて同一
条件となるようにした。
3）染色
　風乾した切片をのせたスライドグラスを染色バットに入れ、0．OI　MPBS
に15分間浸した。次に染色バットを5％（v／v）Triton　x－100を含む。．01　M
リン酸緩衝液に30分間入れた。0．01Mリン酸緩衝液に15分間漬けた後、
液をよく除いてから乾燥させた。スライドグラスに4％（w／v）ブnックエ
ースおよび10e／・（v／v）ヤギ血清を含む0，01　Mリン酸緩衝液をのせ1時間
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室温で放置しブロッキングを行った。ブロッキング液を除きウサギ抗ラッ
トOAT3ポリクローナル抗体20倍希釈溶液をのせ、4℃で一晩放置反応さ
せた。一次抗体溶液を除き、05％（v／v）Triton　X　一100を含む0．OI　Mリン酸
緩衝液で洗浄し、Cy　3標識ヤギ抗ウサギIgG抗体（Zymed　Laboratories　Inc．、
CA、　USA）150倍希釈溶液をのせ、遮光して室温で1．5時間反応させた。
05％（v／v）Triton・X　一100を含むO．01　Mリン酸緩衝液で30分間洗浄し、グ
ルセロール：リン酸緩衝：液（8：2、v／v）で封入した。
4）　顕そ敷：鏡観察
　蛍光顕微鏡観察には、BXslWl（オリンパス社）を用い、　Cy　3の蛍光を
520－550nmで励起させ、580　nmで検出した。画像はLuminavision（三谷
商事株式会社）でデジタル化した。
　共焦点蛍光顕微鏡観察には、MRC　一　600レーザーシャープシステム（Bio
－Rad　laboratories）を用い、　Cy　3の蛍光をクリプトン（568　nm）レーザー
にて励起させた。画像は、LOμmごとにスキャンを行い、5枚重ねた像を
1枚の画像とした。
4．統計処理
　2群の比較はStudent’s　1　一　testを用いて行った。3群以上の比較には、一
元配置分散分析を行い、有意差のあるものについてはさらに、Sheffeの多
重比較を行い、2群間の有意差を検定した。
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Table　7－1　Primer　sequence　used　for　experiments
Transporter
GenBank
accessloB
Rumber
PurposePrimer Sequence　（5’一3’）
OAT　1
（Slc22a6）
OAT2
（Slc22a7）
OAT3
（Slc22a8）
oatp玉
（Slc21a1）
oatp2
（Slc21a5）
OAT一一K
（Slc21a4）
NPTl
（S星。玉7a1）
NPT2
（Slc17）
MRP2
（ABCC2）
GAPDH
ABOO4559　RT－PCR
L27651RT－PCR
ABO17446　RT－PCR
L玉9031
U95011
Cloning
RT－PCR
Cloning
RT－PCR
ABO12662　RT－PCR
U28504
L13257
X96393
M17701
RT－PCR
RT－PCR
Cloning
RT－PCR
RT－PCR
d飢W㏄
????
????
??????
????
????
????
??????
????
????
????
㍑?????
???????
ACAAGCAAGGACAACCCGAA
AGACATAGCCAATCAAGGTGCC
GCAGCCTCCATCAACTACATCA
GCGCACAAGGAAGTAGACCATA
TGGAGGACCTGTGATTGGAGAA
ATAGAACCAGCCAGCGTATGGA
CATCCACCTCCAGTCCAACT
TCCAGAAGGGTACTGCTTGG
CATGAGTGTACTTCTCTCTTGG
ATTCTGCTGGGTC”IVI’GCGTTGG
CAGAAGAACACCATGGAAG
TCTTCCCCAGGGAAATCTTA
GCCTAAGTATCTGGAACAGCAA
CAGCGAGTATATGA．AACAGCCA
TCGCATTCTGCCTATCCTTGTC
GCCTTTATTACACAGCCCCAGG
CTCAGCGAGTGTGCCTGAAC
GATCACAGATGAAGCCGATC
CAGCC’IVIrGCAAACACCACCA
ATGCGGATGGGCAGACGTGT
TCAAGGACTCATTGTGGGTG
GGGCTCTGTAAAAATCCCGT
TCACGGCTTCCTTTCTGAGT
CTTCTTCCAGGACGAGAACG
GACCCCTTCATTGACCTCAACTACA
TGATGGCATGGACTGTGGTCATGAG
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Table　7　一　2PCR　conditions
PCR　conditions
TransporterPu poseDenatureAnnealingExtensionCycles
?
訂0
?
醍0
?MO
oatp　1
oatp2
0AT－K
NPTl
NPT2
MRP2
GAPDH
Quantification
Quantification
Quantification
CloniRg
Quantification
（Real　time）
Cloning
Qua簸ti負cation
Quantification
Quantification
（Real　time）
Quantification
（Real　time）
Cloning
Quantification
（Real　time）
Quantification
Quantification
（Real　time）
．?m1?，049
．?m1Q49
?m1?，049
SOi089
S51?，049
S01?，089
．?m?049
?m1?，049
S51?，049
S51??049
S01089
S51?，049
?mi049
S01?，049
S03，036
S03，036
S03036
S03，086
S03，026
S03，035
S03036
S03O ，36
S03，065
S03006
S03，056
S03?，065
S03O ，36
S03065
S03D27
S03?，027
S03?，027
㎞m2027
S03?，027
??
m4?，027
S03?，027
S03?，027
S03?，027
S03?，027
㎞m2?，027
S03?，027
S03?，027
S03?，027
??（???????」
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（1）
（2）
（3）
（4）
（5）
（6）
（7）
（8）
（9）
（10）
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